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番茄 A C C 合成酶反义 c D N A 转化及转基因番茄果实贮藏生理
特性研究
` 陆春贵 ’ 徐鹤林 ` 余文 贵
(` 江苏省农业科学院蔬菜研究所 ,南京
, 杨荣昌 “ 曹晓凤 2 朱玉贤 “ 陈章良
2 20 0 14 , 2 北京大学生命科学学院 ,北京 1 0 0 8 7 1 )
摘 要 A C C 合成酶 c D N A 被反向插入载体 P M O N 316 , 通过三亲交配 ,将表达质粒转移到
农杆菌中 ,采用叶盘法转化番茄子叶 。 经 长那霉素筛选及分子杂交检测 ,表明 , 反义 A C C 合成酶基
因已在 m R N A 水平表达 。 对转基因番茄果实的成熟生理指标测定结果说明 ,转基因番茄果实成熟
受到严重抑制 , 乙烯的峰值仅为正常番茄的 2 5% ~ 30 % , P G 活性有所下降 , 果实在室温 一「可贮藏
1 个多月 , 品质和其他性状与正常番茄相近 。
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一 近年来植物基因工程的迅速发展为品种
改 良提供了广阔的前景 ,通过基因工程途径 本研究为国家
“ 八五 ” 攻关项 目
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在分子水平上调节 乙烯的生物合成以控制果
实成熟 、 延长架存时间 、 提 高商品价值 , 己经
取得了令人瞩 目的成就 。 美国率先把表达反
义 R N A 的番茄产 品投放市场 . , 取得十分可
观的经济效益比 5〕
乙烯是植物体内的成熟激素 ,它在果实
成熟过程中起着决定性作用 z[, 9〕 。 乙烯的生物
合成途径已经被论证 。 首先 ,通过 A C C 合成
酶将 S 一腺昔蛋氨酸 (S A M )转化为氨基环丙
烷梭酸 ( A C C ) ,然后在 A C C 氧化酶 (也称乙
烯形 成酶 E F E )催化下 , 将 A C C 转化为 乙
烯 。 A C C 合成酶在乙烯的生物合成中起着重
要作用 。 通过反义 R N A 技术抑制 A C C 合成
酶基因的表达 , 以阻断或抑制 A C C 的形成 ,
使得 乙烯的生物合成大大降低 , 从而延长果
实架存时间 [3 , ’ 2」。 O e l l e r 等把 L E 一 A C C Z 基因
的 c D N A 反义系统成功地导入番茄 l[ ’ 〕 ,儿乎
完全抑制了两个负责果实成熟的 A C C 合成
酶基因的表达 。 虽然番茄成熟突变体 ( n or .
ir n
.
N r) 也能表现为阻止番茄果实的成熟 ,我
们也培育出 “ 耐贮 ” 、 “ 丰产 ” 、 “ 抗病 ” 的含 n o r
基因的 “ 长龄 ” 番茄仁7〕 , 但是这些 突变体材料
或品种 , 果实品质一般 , 果实颜色呈橙黄色 ,
很难转成红色 , 因此商品性不高 。本试验利用
反义克隆的 A C C 合成酶 c D N A 载体转化番
茄 ,产生反义转基因番茄植株 ,并测定分析果
实的乙烯含量 , P G 活性及硬度等 , 鉴定其耐
贮性 ,筛选耐贮藏 、 耐运输 、 园艺性状优 良的
转基因番茄新品种 (系 ) , 为转基因保鲜番茄
走向市场打下理论基础 。
1 材料与方法
L l 植物材料
用于转化的番茄品种为苏抗 7 号 、 苏抗
8号亲本之一 ,编号为 F A 7 、 F A S 。
1
.
2 植物表达载体的构建
含有完整的 A C C 合成酶 c D N A 重组 ,
质粒 P C X I : , 用 e l a l 和 S m a l 双切 ,分离后 回
收 小 片段 , 克 隆 到 载体 P M 0 N 3 1 6 , 载体
P M O N 3 1 6 先 前 经 过 E e o R I 酶 切 , 加 入
K l e n o w 补平 , 再用 C l a l 酶切消化 。 将 A C C
合成 酶 c D N A 反 向插 入 多克隆位 点的
P M o N 3 1 6 即 C a M v 3 5 s 启动子和 E g 一 3 ’ 终
止子之间 , 由此构建成含有反义 A C C 基因
的植物表达载体 P E A C C 18 , 采用限制性 内
切核酸酶酶切进行鉴定 、 分析 , 通过三亲交
配 , 将上述表达载体 P E A C C 18 转移到农杆
菌 G V 3 l l l S E 菌株中 (图 l ) 。
1
.
3 基因转化及植株再生
将 F A 7 、 F A S 番茄种子用 H g C 12 消毒 1 5
分钟 , 无 菌水冲洗 4 次 , 播种到 M S 培养基
上 , 在 25 ’C 光照 1 6 h d/ 条件下培养 。 10 天后
取幼苗子叶作为转化用的外植体材料 。 将含
有 P E A C C 18 农杆菌 G V 3 l l lS E 菌液过夜培
养 ( 28 ℃ ) ,离心 , 悬浮 , 取番 茄子 叶浸入农杆
菌中 15 分钟 ,吸去残液共培养 48 小时 ,再转
入筛选 培养基培养 (梭节青霉素 5 0 m g / L
和 K m 5 O m g / L ) ,每 15 天转化 1 次 , 3~ 4 周
长出愈伤组织和芽 ,继代培养 , 芽不断长大到
I C m 左右 , 从愈伤组织上切下芽并转入生根
培养基上培养 ,经过 1个月左右 , 即可长出根
系 ,再移栽到温室 。
1
.
4 S o u t h e r n b l o t 分析
使 用 C T A B 从 叶片 组 织 中分 离 出
D N A [
8口 , 经 B a m H I 消化的 1 5 m g D N A 在
0
.
8%琼脂糖凝胶电泳 ,凝胶被浸于 0 . 5 m ol I/ J
N a C I
,
1
.
5 m o l / L 4 5 分钟 , 在 1 m o l / L T r i s -
H C I ( p H s
.
o )
,
1
.
5 m o l / N a C I 里中和 1 小时 ,
进行消化 , 80 ℃焙干 2 小时 , 按照 M a in a it s 方法
杂交「8 · ` o 〕 , 用 2 5 2一 p 一 d e T p 标记的 P C X 1 8 的
1
·
6 k b S m a l
一
C l a l l 片段作为探针 。
1
.
5 N o r t h e r n b l o t 分析
’ 使 用 同 样的方 法 从 叶组织中分离 总
R N A s
,
20 雌 的愿 R N A 用 1%甲醛琼脂糖
打碎 ,然后通过毛细作用转移到尼龙膜上 ,焙
干 ( 8 0℃ )2 小时 , 采用特殊的反义 R N A 作为
探 针 进 行 杂 交 , 探 针是 从 P C X 18 中用
T 7R N A 聚合酶进行标记的 。
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图 1 反义 A C C 植物表达载体的构建
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1
.
6 果实成熟生理指标测定
1
.
6
.
1 供试材料 共分 3种类型 : 一是 已通
过分子杂交检测 , 结果确证反义 A C C 合成
酶基因存在于植株中的转基因番茄 , 通过扦
插获得 F A 7 转基因植株 65 株 , F A : 52 株 ; 二
是成熟突变体 (n or a) 长龄 ” ;三是对照品种苏
抗 5 号 (正常成熟番茄 ) 。 1 9 94 年春秋两季将
3 种类型材料种植于塑料大棚中 , 分别进行
田间定株 、 花期挂牌 , 在绿熟期采下成熟度一
致的果实进行各项测定 。
1
.
6
.
2 果实乙烯释放量测 定 按王坤范的
密闭法进行 l[] 。 果实贮于 2 ` C 室内 . 标准乙
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烯气体为 10 0 p p m,取 1 m l 样品和标样气体
注入气相色谱仪中 ( G . C 一 g A 日本 产 ) ,载气
为 N : ,流速 2 5 m l /m i n ,空气 5 0 0 m l /m i n ,氢
气 60 m l/ m in , 柱 温 40 ` C , 汽 化 室 温 度
1 20 ℃ ,检测器 1 20 ` C ,氢火焰离子化探测器
检测 ( IF D ) ,每样品重复 3 次 , 每重复取气 2
次 , 取平均值 ,贮藏期前 20 天每天测 1 次 , 后
1 0 天隔天测 1 次 。
1
.
6
.
3 P G 活性 测定 参照周 培 根 的方
法困 。 在 4 个不同成熟期 采果测 定 : 绿熟期
(G ) ;破色期 ( B ) , 即果 实表 面开始发白并转
色 , 转色面积不超过 10 % ;转色期 ( T ) , 即果
实表面 10 %一 60 %转色 ;成熟期 ( R ) , 即果实
表面 60 % 以上转为全红或黄色 。
1
.
6
.
4 果实硬度测定 硬度与 P G 活性测
定采用同一样 品 , 沿着果赤道线随机对着心
室腔打四点 ,硬度计为 日产 C al . N o . 1 “ 型 ,
每样品测 12 个果 , 取平均值 。
1
.
6
.
5 果实贮藏试验 分别在绿熟期 、 破色
期 、 成熟期采果 ,选无病斑 ,整齐一致果 45 个
(3 箱 /每份材料 ) ,用 0 . 3%次氯酸钠消毒 ,放
入消毒过的塑料箱内 (每箱 15 个果 ) , 重复 3
次 , 贮于 白天 25 ℃ , 晚上 20 ℃的温室 内 ,隔 5
天检查 1 次 , 去除烂果 , 统计好果率 ,计算贮
藏指数 ( A s x ) 巳`〕 。
2 结果
2
.
1 基因转化与再生株的获得
将剪下的番茄子叶用含有 P E A C C 18 的
农杆菌 G V 3 1 l l S E 进行侵染 , 共培养 48 小
时 , 然后转移到含有梭节青霉素和卡那霉素
的培养基上 ,经过 4 ~ 6周的诱导 ,筛选 ,去除
发 白 、 无愈伤组织 、 芽未被转化的子 叶 , 获得
2 68 个芽 ,将它们转移到生根培养基上 ,其中
有 1 05 个长出根 ( 图 2 ) , 移栽后共获得 41 株
生长正常的转基因植株 (图 3 ) ,其中 F A 7 23
图 2 含有卡那霉素 50 m g I/ 培养基上生长的转基因番茄
幼苗
F i g
.
2
.
T h e t r a n s g e n i e s h o t
s e u l t u r e d in a m e d i u m co n t a i n
-
i n g k a n a m y
c i n 5 0 m g / I
·
图 3 转基因植株
F ig
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.
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株 , F A S 1 8 株 。
2
.
2 分子杂交检测
2
,
2
.
1 S o u t h e r n 印迹法杂交分析 B a m H I
酶切 基 因组 D N A 进 一步证实 , 外源基 因
A C C 合成酶 已整合到基因组中 , 它的杂交带
分 别是 6 . 6 k b 和 2 . 0 k b ( J o ) , 反义基 因是
.3 6 kb (J 1一 3 ) , 同时也证明存在反义基因的
不同插入片段 , 例如 J , 有大多数反义基因的
拷贝 。
2
.
2
.
2 N o r t h e r n 印迹法分析 使用特定的
探针探测叶片 R N A , N or t h er n 印迹杂交测
定反义转录物 ,反义 R N A 在 P C X 18 转基因
中得到表达 ,未被转化的植株不能表达 。
2
.
3 果实的乙烯释放量变化
正常番茄 (苏抗 5 号 )在果实贮藏后第八
天 出现 高峰 , 峰值 15 . 2 风k/ g hr , 成熟 突变
体 ( on r) “ 长龄 ” 番茄在成熟过程中乙烯释放
量一直很低 ,不出现明显的高峰 。 而转基因番
茄乙烯释放量比正常成熟番茄少得 多 , F A 7
的最高量仅为对照的 3 . 7 % , F A S 为对照的
13
.
3%
,仅比长龄略高 ,它们的乙烯合成受到
严重的抑制 (图 4 ) 。
.2 4 P G 活性的变化
两 种类型转基 因番茄 ( F A 7 、 F A )S 中 ,
F A 7 的 P G 活性显著低于正常番茄 (苏抗 5
号 ) , 成熟期 F A 7 的 P G 活性是苏抗 5 号 的
30 %左右 , F A S 在果实绿熟期和破色期均 不
能测 出 ,转色期和成熟期 , 其含量达到 F A 7
的一半 , 显示反义 A C C 合成酶基因对内源
p G 活性起到 间接的抑制作用 ( 图 5 ) 。
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5 果实硬度
果实硬度检测结 果表明 ,转基因番茄果
实硬度略高于对 照品种 , 至成熟期其硬度比
对照高 30 %左右 ,但最终果实均 能软化 , 与
普通番茄相近 。
2
.
6 果实贮藏指数和贮藏天数
绿熟期采果时 , 转基因番 茄比对照苏抗
5 号贮期长 32 天 ,转色期采果比对照品种长
2 4 天 , 成熟期采果后贮藏 ,贮期与对照相近 ,
仅比对照多 2 天 。 但转基因番茄果实的贮期
均不如“ 长龄 ” ( on r) 长 。 贮藏指数以 “ 长龄 ” 最
高 , 其次是转基 因番茄 , 对照 品种最低 (表
1 )
。
2
.
7 品质与其他性状
转基因番 茄品质与正常成熟番茄相似 ,
从可溶性固形物来看 , 均为 4 . 9%一 .5 1% ,
果色也相同 , 只是转基因番茄果实在绿熟期
采下时转色缓慢 , 而最终仍能转红 ,如果用乙
烯利处理绿熟期转基因番茄果实 ,果实转色
加快 。转基因番茄果实的口感 , 品味 ,酸 、 甜度
等与正常的粉果番茄品种相似 ,无明显差异 。
表 l 转基因番茄 、 正常成熟番茄和 on r 突变体番茄果实贮藏指数及贮期
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3 结论与讨论
3
.
1 以上结果表 明 , 反义 A C C 合成酶转基
因番茄果 实的 乙烯合成严重受阻 , 该反义基
因对番茄果实成熟起到抑制作用 。 这种果实
在绿熟期采 下时 , 成熟缓慢 , 不出现果 实跃
变 , 番茄红素合成也受到影响 ,最终果色呈橙
红色 ;若用乙烯利处理可以转成红色 ,果实可
贮藏 1 个多月 。
3
.
2 A C C 合成酶是由 1 个被变化的多基因
家族所编码 ,在番茄中至少有 6 个 A C C 合成
酶基因仁3 , 5 〕 , 其中两个 ( L E A C C Z 和 I矛 E A C C ; )
直接调控果实成熟 , 但是利 用 A C C 合成酶
的反义 R N A 抑制乙烯生物合成并不能达到
10 0%效果 , 仍 存在 乙 烯合成的 “ 遗漏 ” 现
象川 , 这种遗漏 现象直接影响到反义基因高
效表达 。 决定成熟的每个基因具体功能及相
互间的联系有待进一步研究 。 忽视基因间的
协同与制约 ,将会给反义 R N A 技术的应用
带来麻烦 。
3
.
3
. 本试验结果还表明 , 反义 A C C 合成酶
基 因的转基因番茄果实 , 其 P G 活性有所下
降 , 这可能是 由于果实 A C C 合成酶对果实
P G 基因表达存在直接或间接的影响 。 T h e ol -
09 15 等提出了信号传递途径的理论 〔’ 3」 , 即伴
随果实成熟的各种生理变化与果实成熟存在
因果关系和相互促进 ,相辅相成的关 系 。认为
果实成熟中至少有两条信号传递途径 , 一是
不依赖乙烯途径 ,二是依赖乙烯途径 。从本试
验结果还可以看 出 , P G 不是唯一决定果 实
软化的因子 , 还有其它一些因子可起主导作
用 。
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4成熟突变体 ( no r、 i r na l` 等 ) 材料果实
成熟与转基 因番茄果实成熟 , 在成熟机理上
尚有较大差异 , 耐贮性也不同 ,其成熟机制有
待更进一步研究 。
3
.
5 我们正在对 R 后代全面分析 ,进行纯
合子筛选及遗传效应观察鉴定工作 ,从 目前
的结果看 ,其 R Z 代分离严重 , 出现 了 4 种不
同成熟类型的材料 , 即正常成熟类型 , 不成熟
类型和两种迟熟类型 ,今后打算继续筛选并
结合杂交育种和优势育种 ,希望培育出耐贮
性强 , 品质好 , 其他园艺性状也优良的转基因
番茄新品系 (种 ) 。
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